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ABSTRAKT 
 Tato práce je zamená na interakce hyaluronanu (HA) a hovzího sérového albuminu 
(BSA). Interakce byly studovány pomocí metody SEC-MALLS, kde byly stanovovány 
molekulová hmotnost, gyraní a hydrodynamický polomry a vnitní viskozita ástic systému. 
Dodaten byly interakce zkoumány pomocí mení DLS a zeta potenciálu, kde byly 
stanovovány hydrodynamický prmr a velikost zeta potenciálu ástic systému. Bylo 
stanoveno, že k interakcím HA a BSA dochází v jakémkoliv prostedí ale s rznou úinností. 
Bylo prokázáno, že velká iontová síla zmenšuje rozsah interakcí HA s BSA, zvyšuje 
polomry komplex, jejích vnitní viskozitu a zeta potenciál. Bylo také prokázáno, že 
s rostoucí koncentrací BSA se komplexy zmenšují ve svých polomrech, snižuje se taky 
vnitní viskozita komplex.  
ABSTACT 
 This work is focused on interactions of hyaluronan (HA) and bovine serum albumin (BSA). 
These interactions were studied by SEC-MALLS method, where molar mass, root mean 
square (rms) radii, hydronamic radius and intrinsic viscosity of particles of the system were 
defined. Additionally, interactions were examined by measurement of DLS and zeta potential, 
where hydrodynamic radius and a value of the zeta potential were defined. The interactions 
were confirmed at any of the used media, but with different efficiency. Furthermore it was 
found out, that the high ionic strength minimizes the range of the interactions, magnifies the 
radii of the complexes, their intrinsic viscosity and zeta potential. It was proved that 
complexes become smaller in their radii and viscosity with growing BSA concentraton.  
KÍOVÁ SLOVA 
 Interakce, hyaluronan, albumin, SEC-MALLS, DLS, zeta potenciál, molekulová hmotnost, 
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1. ÚVOD 
 Interakce hyaluronanu a albuminu je téma mnoha jak souasných, tak i dívjších 
vdeckých pací a výzkum. Je to díky výjimeným vlastnostem jak hyaluronové kyseliny, 
tak i albuminu. Jsou zcela biokompatibilní a vyskytují pirozen v tle lovka. Hyaluronová 
kyselina se nachází nejvíce v kloubech a oním sklivci a také v extracelulárním matrixu. Je 
signální molekulou mnoha receptor, a tím se stává dležitou souástí mnoha významných 
pochod v organismu. Hyaluronová kyselina má také výjimené viskoelastické vlastností. 
Albumin je významný kvli své schopností vázat rzné látky, vetn léiv. Interakce 
hyaluronanu s albuminem by nám mohly poskytnout výborný nosi léiv. To se stává 
souasným cílem vdeckých výzkum. Prozkoumat interakce hyaluronanu a albuminu 
pomocí metody SEC-MALLS je cílem této práce. SEC-MALLS je moderní, vysokoúinná a 
velice pesná chromatografická metoda pro stanovení takových dležitých parametr
(bio)polymer jako molekulová hmotnost a gyraní polomr. Dodaten v této práci budou 
zkoumané interakce pomocí mení dynamického rozptylu svtla DLS. Jak SEC-MALLS tak i 
DLS mají optickou metodu detekce. Výsledky by mly poskytnout informaci o vznikajících 
komplexech, jejich molekulové hmotnosti, gyraním a hydrodynamickém polomru a vnitní 
viskozit. Z tchto údaj by se mlo posoudit, zda k interakcím dochází a jaký je charakter 
pípadných vznikajících komplex hyaluronové kyseliny a albuminu.   
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2. TEORETICKÁ ÁST 
2.1. Hyaluronan 
 Hyaluronová kyselina byla poprvé izolována K.Mayerem v roce 1934 z oního sklivce 
hovzího skotu. Je to polysacharid (mukopolysacharid) pirozen se vyskytující u obratlovc.  
Je to lineární polyaniont díky karboxylovým skupinám, skládající se z opakujících 
disacharidových jednotek. Každá taková jednotka se skládá z N-acetyl-D-glukosaminu a D-
glukuronové kyseliny spojené -1,3-glykosidickou vazbou. Disacharidové jednotky jsou mezi 
sebou spojeny -1,4-glykosidickou vazbou. Jedna disacharidová jednotka má hmotnost 
kolem 400 Da a délku pibližn 1 nm. V jedné molekule hyaluronanu mže být až 10 000 
takových jednotek (4 MDa, 10 µm).  
Obrázek 1. Struktura kyseliny hyaluronové 
 Vodíky se nacházejí v axiální poloze a tvoí hydrofobní ásti molekuly. Objemné skupiny, 
jako hydroxylové a karboxylové, jsou v ekvatoriálních polohách a jsou hydrofilní. Za 
stabilizaci molekuly odpovídají vodíkové mstky. Ve vod jsou nahrazeny tzv. „vodnými 
mstky“, kdy se do vodíkových vazeb zabudují molekuly vody. 
Obrázek 2. Vodíkové mstky v molekule HA 
Obrázek 3. "Vodné mstky" v molekule HA 
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 Kvli vodíkovým mstkm a amfifilní povaze (hydrofobní/hydrofilní ásti), se molekula HA 
v roztoku stáí do helixu, který se pak stáí do náhodného klubka, což je výsledná struktura 
molekuly. Kyselina hyaluronová díky takové své struktue a vysokému obsahu OH skupin je 
vysoce hygroskopická. Je schopná zachytit vodu až o 1000x vtší celkové hmotnosti než 
samotná molekula [1].
 Její hydroxylové skupiny mají hodnotu 9,2=apK [2] a proto se za fyziologických 
podmínek (pH 7,2-7,4) vyskytuje ve form aniontu, jako sodná sl (hyaluronan sodný). 
 Nejvíce je zastoupena v extracelulárním matrixu (ECM) bunk synoviální tekutiny, 
pupení šry a oního sklivce savc. Ale také se nachází v plicích, ledvinách, mozku a 
svalech. Syntéza probíhá na plasmatické membrán, zúastní se ji enzymy syntázy, což jsou 
integrální membránové proteiny (HAS1, HAS23, HAS3) [3]. Jako substráty tyto enzymy 
používají nukleotidové prekurzory UDP-glukuronovou kyselinu a UDP-N-acetylglukosamid. 
Syntéza probíhá od redukujícího konce [4]. 
 Prmyslov se syntetizuje pomocí bakterii Streptococcus equi (nízkomolekulová HA), a 
Streptococcus zooepidemicus (vysokomolekulová až 2 MDa). Izoluje se ale v menší míe 
taky z kohoutích hebínk, pupení šry a jiných mkkých tkáni savc.  
 HA je zcela biokompatibilní a nevyvolává negativní imunitní odpov jak samotná tak její 
degradaní metabolity. 
 Degradaci HA zpsobují enzymy hyaluronidáza (hyáza), -D-glukuronidáza a -N-acetyl-
hexosaminidáza. Tyto enzymy jsou pevážn intracelulární. Hyáza štpí vysokomolekulovou 
HA na oligosacharidovou HA, kdy -D-glukuronidáza a -N-acetyl-hexosaminidáza degradují 
oligosacharidy [5]. Enzym hyaluronidáza a tím i schopnost štpit etzce hyaluronové 
kyseliny byly taky objeveny u bakterie jako Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes 
et pneumonia a Clostridium perfringens. 
 Životnost HA v organismu je pomrn krátká (1-3 dn), to se ale kompenzuje jejím 
vysokým kolobhem krevním eištm a lymfatickým systémem. Z krve se odbourává v 
játrech a ásten v ledvinách.  
 Je známo, že v závislosti na své molekulové hmotností HA mže vykonávat rzné 
funkce [6]. Napíklad nízkomolekulová HA má angiogenní schopnosti (tvoení nových 
kapilár) [7] ale zárove vyvolává genovou expresi u makrofág, což vede k zántlivým 
procesm. Vysokomolekulová HA má naopak protizántlivé úinky, kvli tomu že vytvoí 
viskóznjší prostedí, které zamezí pohybu makrofág a leukocyt. Obecn lze shrnout, že 
v normálním nepoškozeném stavu buky i tkán v jejich okolním extracelulárním matrixu 
obsahují pevážn vysokomolekulovou HA, pi poškození se však štpí na fragmenty 
nízkomolekulové HA, které se vážou na urité receptory bunné membrány, vyvolávají 
imunitní odpov a vedou tak k zántu [8]. Nízkomolekulová HA je také známá jako inhibitor 
rakoviny [9]. 
 Hyaluronan má unikátní viskoelastické vlastnosti a chová se jako pseudoplastická 
kapalina, což z nho dlá ideální biologický lubrikant. Za klidového stavu je vysoce viskózní 
kapalinou, pi tlaku a silovém psobení však snižuje svou viskozitu (nenewtonovské 
chování). To je zpsobeno vzájemným propletením etzc vysokomolekulové HA, které pi 
fyzickém namáhání (nap. smykové rychlosti) rozplétají, a tím se snižuje výsledná viskozita. 
Nízkomolekulová HA o uritém rozsahu molekulových hmotností se v roztoku chová zcela 
jako newtonovská kapalina, tj. nedochází u ní k proplétaní etzc. 
 Dležitou funkcí hyaluronanu v organismu je hydratace tkání a transport vody kvli jeho 
extrémní schopnosti ji vázat do své struktury.  
 Další funkcí HA (nízkomolekulové) je regulaní, jelikož je substrátem pro spoustu 
extracelulárních enzym. Reguluje tak vazbu bunk mezi sebou, jejich migraci, diferenciaci, 
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proliferaci, mitózu a také bujení rakovinné tkán a zántlivé procesy [Chyba! Nenalezen 
zdroj odkaz.,Chyba! Nenalezen zdroj odkaz.]. Nepostradatelná je také pi embryogenezi. 
 Nkteré z receptor vázající HA jsou: CD44, TSG6, GHAP, LYVE-1, RHAMM. Z nich jsou 
dva, CD44 a RHAMM, nevýznamné pi vývoji rakoviny [10]. Tyto receptory mají extrémn
vysokou afinitu k HA. 
 Využití kyseliny hyaluronové je dosti rozsáhlé. Používá se napíklad pi injekci do 
synoviální tekutiny kloubu, kvli zvýšení viskoelasticity, pi oních operaci, hojení ran 
(scaffoldy). V poslední dob je také snahou vdc vytvoit z hyaluronanu prostedek pro 
cílenou distribuci léiv.  
2.2. Albumin 
 Albumin je nejvíce zastoupený protein v krevní plazm savc, jeho obsah se pohybuje 
v rozmezí 52-60 % plazmy [22], a koncentrace iní 0,6 mM [21]. Jeho syntéza probíhá 
v parenchymálních bukách jater, a do krevního eišt se dostává ve form
neglykosilovaného proteinu. Kvli jeho pomrn vysoké koncentraci se podílí na osmotickém 
tlaku. Životnost albuminu v krvi je zhruba 36 dní [17].
 Albumin je pomrn velká molekula o pibližné molekulové hmotnosti 66 kDa. Jeho 
primární struktura je etzec obsahující 585 aminokyselin (u albuminu lidského séra, 583 u 
BovineSA), sekundární a terciární struktura je stabilizována pomocí 17 disulfidických mstk, 
molekula obsahuje také volnou thiolovou SH skupinu, pomocí které je schopná tvoit dimery 
s dalšími molekulami albuminu. Její 3D terciární struktura je globulární, která se skládá z 3 
helikárních domén. Každá doména se skládá ze dvou subdomén, které pestavují 4 až 6 
spojených helix [12,13]. α-helikální struktura tvoí 67 % celé molekuly [15]. 
Obrázek 4. Struktura BSA (Bovine Serum Albumin) 
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 Izoelektrický bod (pI) BSA (Bovin Serum Albumin) je 4,7. Náboj proteinu pi fyziologickém 
pH je záporný a roven u HSA - 18 a u BSA - 15 [12,14,15]. Struktura proteinu je 
pochopiteln závislá na pH prostedí [12,16]. Napíklad pi pH od 4,5 do 7 je globulární, pi 
4,0-4,5 je ásten rozbalená (náhodné klubko). 
 Obecn albumin obsahuje vysoký obsah Cysteinu a nízký obsah Tryptofanu. Albumin ze 
séra hovzího skotu se shoduje s albuminem lidské krevní plazmy z 76% [13]. Rozdíl BSA je 
hlavn v obsazení 1 Tryptofanu navíc [12].  
 BSA váze nespecificky 3 kationty Ca2+.prostednictvím 3 vazeb v domén I (ze 3). I když 
tato vazba je slabá, pesto udržuje 45% celkového obsahu vápníku vázaného v plazm na 
albuminu. S nižší afinitou váže albumin také ionty Mg2+, a to rovnž 45% z celkového 
množství [18]. 
 Albumin je multifunkní protein s velkou kapacitou vazby ligand. Je schopen vázat a 
transportovat širokou adu látek, jako rzné metabolity, živiny, léky, biomakromolekuly, 
mastné kyseliny, aminokyseliny, bilirubin a jiné. Vazba rzných ligand zpsobuje zmnu 
konformaci proteinu, nejastji ástené rozbalení, ztrátu v obsahu helikárních struktur a 
tvorbu struktury náhodného klubka a v nkterých pípadech i denaturaci. 
 Léky se vtšinou váží bu pes doménu IIA, nebo IIIA [19]. IIA doména zprostedkuje 
spíše hydrofobní interakce, IIIA – bu hydrofobní, vodíkové vazby, nebo elektrostatické 
interakce [20]. Když jsou interakce hydrofobní, dochází ve vtšin pípad k minimálním 
zmnám v konformaci proteinu, pi elektrostatických interakcích dochází ke zmn
konformaci. 
2.3. Interakce molekul hyaluronanu a hovzího sérového albuminu 
 Bylo prokázáno, že interakce mezi BSA a HA jsou hlavn elektrostatické povahy 
[23,24,25]. V malé míe se také uplatují hydrofobní interakce a vodíkové mstky. 
Dsledkem interakcí hyaluronanu s albuminem jsou agregáty. Vytvoení agregát je ízeno 
poklesem Gibbsovy energie 0<∆G . Jak víme, Gibbsová energie se skládá z entalpické a 
entropické složky STHG ∆−∆=∆ . Vodíkové mstky a hydrofobní interakce pispívají k H∆
(snižují vazebnou energii), elektrostatické – k S∆  (uvolovaní iont s volnou entropii; vyšší 
neuspoádanost). Pi elektrostatické interakci dochází hlavn ke zmn struktury molekuly, 
pípadn i k zabudování molekuly vody do struktury makromolekuly a uvolnní volných iont, 
takže 0>∆H  a 0>∆S  , proces je endotermní. Pi vedlejších nekovalentních interakcích 
dochází k uvolnní vazebné entalpie 0<∆H  a vyšší uspoádaností systému 0<∆S , proces 
je exotermní. Jelikož uvažujeme nejvíce o elektrostatických interakcích, je zmna entropie 
hnací silou. Interakce se siln nabitými polyelektrolyty jsou endotermní, se slab nabitými 
jsou exotermní [24]. 
 Pi interakcí vznikají bu komplexy anebo koacerváty, a to urují takové faktory, jako 
pomr koncentrací albuminu k hyaluronanu, iontová síla, pH, délka etzce HA. 
 Existují tí druhy komplex [23]:
1. Nerozpustné komplexy bez náboje. 
2. Málo rozpustné s malým nábojem, které mohou sedimentovat pi centrifugaci. 
3. Extrémn rozpustné komplexy s velkým nábojem. 
 Pi elektrostatické interakci albuminu a kyseliny hyalurovové interaguje záporn nábitá 
karboxylová skupina HA a kladn nabité protonizované aminoskupiny BSA. Celkem tedy 
reaguje urité množství aminoskupin BSA s karboxylovými skupinami jedné molekuly HA. 
 Bylo prokázáno, že nerozpustné komplexy jsou s pebytkem volného náboje do 5 % 
(pebytek náboje), malorozpustné s pebytkem do 10 % a extrémn rozpustné jsou 
s pebytkem náboje více než 30 % [26].
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 Když se jedná o strukturu komplex v závislosti na délce etzce hyaluronanu, je 
pedpokládáno, že: 
• nkolik HA s moc krátkým etzcem (do cca 2400 g/mol) interaguje s jednou 
molekulou albuminu, 
• HA o stední délce (15 kDa) se ovine kolem 1 molekuly BSA, 
• do struktury klubka nativní vysokomolekulové HA se zabuduje nkolik molekul 
albuminu [26]
Obrázek 5. Struktura komplex HA-BSA v závislosti na délce etzce 
 Iontová síla má nejvtší vliv na elektrostatické interakce [27], které jsou nejvtší pi slabé 
ale ne nulové iontové síle [28]. Soli nízkomolekulárních látek stíní etzec hyaluronové 
kyseliny ped interakcemi s albuminem. Takže ím je iontová síla vtší, tím mí molekul BSA 
bude navázáno na molekulu HA, a tím menší poet karboxylových skupin bude vázáno na 
albumin. Iontová síla ovlivuje také velikost a náboj výsledných komplex. Ve svém studiu 
Lenormand a spol. [23] objevili, že bez iontové síly jsou komplexy malé kompaktní, 
s pebytkem pozitivního náboje (pochází z albuminu). Pro iontovou sílu 5-80 mmol.l-1 jsou 
komplexy neutralizované a sedimentující (velké koacerváty). S iontovou sílou vtší než 80 
mmol.l-1 jsou komplexy negativn nabité, a pi 300 mmol.l-1 – velké a také negativn nabité 
(pochází z nízkomolekulárního elektrolytu). Z toho mžeme odvodit, že ím vtší je iontová 
síla, tím vtší jsou komplexy a negativnjší náboj (kvli stínní etzce). Velikost náboje a 
komplex je v neposledn ad také ovlivována molekulovou hmotností neboli délkou 
etzce hyaluronové kyseliny a vlastnostmi použitého nízkomolekulárního elektrolytu. 
 Zásadní vliv na tvorbu komplexu mezi HA a BSA má také pH. Je známo, že pi nižším pH 
se dosáhne lepší protonizace aminoskupin proteinu. A ím lépe je albumin protonizovan, tím 
lépe bude interagovat s karboxylovými skupinami HA. Optimální pH je kolem 4, s ohledem 
na hodnoty izoelektrického bodu albuminu 2,5=pI [29] a disocianí konstanty 
karboxylových skupin hyalurovové kyseliny 9,2=apK [2]. Pi vyšším pH než 4 se zhorší 
protonizace albuminu, a tím interakce nebudou moc efektivní [25]. Grymonpre a spol. 
studovali kombinaci iontové síly a pH [30], jejich objevem bylo, že pi zvýšení iontové síly je 
poteba nižšího pH na protonizaci proteinu. Xu a spol. studovali vliv pH na rozpustnost 
komplex. Výsledkem bylo, že pH, pi kterém docházelo k vysrážení komplex, záviselo na 
koncentraci pidaného albuminu. ím vyšší ta koncentrace byla, tím vyšší hodnota pH byla 
potebná pro vyvolání fázové separace [32]. 
 Lenomard a spol. stanovili ve svém výzkumu teoretický a praktický pomr potu molekul 
BSA ku HA v komplexech ve fázi separace na hodnotu 
[ ]
[ ] 14,32,0
628,0
===
HA
BSAϕ . Výpoet 
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byl proveden pro hyaluronovou kyselinu s molekulovou hmotnosti 0,9 MDa a pro BSA pi 
pH 4 s pedpokladem molekulové hmotností 67 kDa [23]. 
 Pomr ϕ  ovlivuje tvar a pochopiteln i náboj komplex. Pi nízké koncentraci BSA a ϕ
menším, než hodnota fázové separace jsou komplexy velké, kvli tomu, že “náhodné klubko” 
HA se zaíná interakcemi s molekulami BSA “rozplétat”, komplex nese záporný náboj 
(pebytek volných COO- skupin). Pi koncentraci BSA, odpovídající pomru ϕ  fázové 
separace komplex HA a BSA, nabývají komplexy neutrální náboj a nejsou nadále od sebe 
odpuzovány, shlukují se do agregát a sedimentují. Pi koncentraci odpovídající pomru ϕ
vyššímu, než pi fázové separaci, mají komplexy pebytek kladného náboje (pebytek 
aminoskupin albuminu), jsou malé kvli “smrštní” etzce HA nasyceného molekulami BSA. 
Kontrakce vlákna probíhá kvli elektrostatickým odpuzováním v struktue komplexu, tím že 
se volné kladné náboje BSA rozmístí nejvýhodnjším zpsobem, a to tak, že „sbalený 
etzec“ HA zstane uvnit struktury a volné aminoskupiny budou na povrchu (Obrázek 6). 
Oddálení molekul BSA v dsledku elektrostatického odpuzovaní kladných náboj nenastane 
kompletn kvli existenci také záporn nabitých skupin v molekule albuminu, které budou 
ásten interagovat s volnými aminoskupinami. V tomto odvození je pedpokládaná 
vysokomolekulová HA [23]. 
Obrázek 6. Struktura komplex HA-BSA v závislosti na množství BSA 
Obrázek 7. Model vzniku komplex HA-BSA [32] 
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 Jako užitené využití mechanismu elektrostatických interakcí protein-polyelektrolyt se také 
pedpokládá teorie stabilizace proteinu vi vysokým teplotám, a to díky zvýšenému 
elektrostatickému odpuzovaní komplex s polyelektrolytem oproti komplexm istého 
proteinu [24].  
2.4. SEC 
 SEC – size exlusion chromatography – je chromatografická metoda založena na 
rozdlení ástic analytu podle jejich velikostí. První separaci na základ velikosti uskutenili 
Wheton a Bauman [31]. Separaci biomakromolekul (protein) provedli Lindqvist a Storgards, 
kde jako nápl pro kolonu použili škrob [33]. 
 Bhem vývoje této metody byly používané rzné stacionární fáze (nápln kolon – 
kolonová chromatografie). Rozlišujeme typy kolon na bázi dextranu, polyakrylamidu a 
silikagelu, s kulikovou a monolitní naplní. Mezi kulikové nápln patí dextrany zesítné 
epichlorhydrinem s obchodním názvem Sephadex, které vykazují dobrou mechanickou 
odolnost a minimální interakci s proteiny [34]. Polyakrylamidové gely s komerním názvem 
Bio-Gel [35] jsou také dost populární. V sedmdesátých letech byl pórovitý silikagel
predominantní kvli své mechanické odolnosti, nebobtnavostí a inertnosti vi analytu 
v širokém rozmezí podmínek. Dále Lia a spol. pipravili první monolitní kolonu z poly(ethylen 
glykol methyl ether akrylat-ko-polyethylen glykol diakrilátu). Monolitní kolony vykazovaly 
výborné separaní schopnosti i pes velké rozmezí molekulových hmotností. 
 Mobilní fáze se používá bu vodní, a v tom pípad je to gelová filtraní 
chromatografie, nebo organická, pro kterou se používá termín gelová permeaní 
chromatografie. 
 Princip SEC spoívá v tom, že povrch stacionární fáze je bohatý na póry a rzn velké 
vrypy. Tím pádem stacionární fáze je soustava rzn velkých kanálk, kterými prochází 
ástice analytu v mobilní fázi. ím menší je ástice, tím vtším potem kanálk projde, a tím 
se zadrží po delší dobu (retenní as). Stedn velké ástice projdou menším potem 
kanálk a tím pádem se tam zdrží mén, velké ástice projdou minimálním potem kanálk a 
pór stacionární fázi a opustí kolonu jako první. Takhle se uskutení rozdlení analytu na 
základ velikosti jeho ástic (Stokesv polomr), z eho se dá vypoítat distribuce 
molekulových hmotností a polomr (napíklad pomocí kalibraní kivky sestavenou podle 
eluci makromolekul o známých rozmrech). Tomuto efektu se také íká „molekulové síto“.
[36]
 Molekuly analytu se v SEC separují vyložen podle hydrodynamického (RH) polomru, 
který je dále možné pevést pomocí kalibraní kivky (relativní metoda) nebo spojením 
rzných detektor (LS - light scattering, absolutní metoda) na molekulovou hmotnost. 
 Takové chování analytu bhem separace je však ideální, emuž tak vždy není. Více nebo 
mén dochází k nežádoucím interakcím analytu se stacionární fází, které vedou vtšinou 
k jeho adsorpci na povrch a tím ke zkreslení retenních as. Tyto interakce jsou ve vtšin
pípad elektrostatické nebo hydrofobní povahy [37]. Pi elektrostatických interakcích se 
stejn nabité ástice analytu a stacionární fáze odpuzují a dochází k omezení vstupu analytu 
do pór, pozorujeme tak dívjší eluci. Když jsou opan nabité, tak se pitahují, a vzniká 
adsorpce, což se projeví delším retenním asem. Obdobn psobí hydrofobní interakce 
(hydrofobní sít stacionární fázi) – ástice se adsorbuje. Iontové interakce také zpsobují 
rozšíení a asymetrii pík a v neposlední ade i 3D konformaci biomakromolekul (narušují 
sekundární, terciární a vyšší struktury molekuly) [38]. 
 Tyto nežádoucí interakce je však možné minimalizovat. Nejbžnjší zpsob je zvýšení 
iontové síly pídavkem soli do mobilní fáze [38]. Mechanismus je možné vysvtlit stínním 
nabitých skupin stacionární fáze ionty soli. Píliš vysoké koncentrace soli však zpsobují 
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shlukovaní ástic analytu a efekt vylouení iontu [39]. Pídavek organických látek, jako 
napíklad arginin, taky zabrauje sekundárním interakcím [40Chyba! Nenalezen zdroj 
odkaz.]. Další metoda je zmna pH mobilní fáze, což hlavn ovlivuje 3D konformaci 
biomakromolekul a tím možnost interakcí se stacionární fází [38]. 
Obrázek 8. Struktura stacionární fáze a princip retence 
2.4.1. Teorie vyluovací chromatografie 
2.4.1.1. Termodynamika 
 Chromatografické procesy je možné popsat základní termodynamickou rovnici:  
  kRTSTHG ln
000
=∆−∆=∆   (1) 
Kde 0G∆  je rozdíl standardní volné energie, 0H∆ rozdíl entalpie, 0S∆  rozdíl entropie, R je 
plynová konstanta, T absolutní teplota, k  rozdlovací koeficient. 
 Vtšina chromatografických model separace je ízená hlavn zmnou volné Gibbsové 
energie kvli entalpii adsorpce. SEC je unikátní v tom, že je ízená hlavn entropickými 
procesy, a adsorpce se tam v ideálním pípad vbec neuplatuje, a proto 00 =∆H  a 
rovnice (1) se zjednoduší a upraví: 
  RSKD
0ln ∆−=  (2) 
DK  je termodynamický retenní faktor v SEC 
00 =∆H (vylouení možností interakcí analytu se stacionární fází v ideálním pípad) a 
proto teplota by nemla ovlivovat retenci, ale uplatuje se nepímo a v malé míe zmnou 
konformace molekuly, viskozity mobilní fáze a difúze analytu. 
 Retenní faktor v SEC je možné také definovat jako objem pór pístupných analytu: 
  i
R
D
V
VV
K 0
−
=  (3) 
RV  je retenní objem analytu, 0V  objem kolem ástic stacionární fáze (mezní), iV  objem 
uvnit pór. 
DK  mže nabývat hodnot od 0, kdy analyt je úpln vylouen z pór stacionární fáze, až 
do 1, kdy analyt má plný pístup k pórm uvnit stacionární fáze. 
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 Pi sestavení kalibraní kivky (relativní metoda za použití standardu jako napíklad 
polystyren PS: sestaví se kalibraní kivka promením polystyrenových makromolekul o 
definované molekulové hmotností) do grafu se vynáší hodnota molekulové hmotnosti log M 
oproti retennímu objemu VR. Výsledná závislost je ve form polynomu tetího stupn, 
obsahujícího lineární úsek. Tento úsek potom používáme pro výpoet Mw (molekulové 
hmotností) vzork, ukazuje rozsah molekulových hmotností, pro který je tato kolona 
vhodná. Sklon kivky, který vykazuje selektivitu kolony, je závislý na velikostí pór kolony. 
Komplikace pi vypotu a zkreslení tady vznikají zaprvé kvli sekundárním interakcím analytu 
se stacionární fází elektrostatické a hydrofobní povahy, a za druhé kvli tomu, že 
biomakromolekuly se liší i ve tvaru (globulární, lineární atd.), a proto jejich zmený Stokesv 
(hydrodynamický) polomr, který je vždy aproximován na kouli, neodpovídá pesné 
molekulové hmotností, protože se tvar molekuly, nkdy více i mén, liší od tvaru koule. 
 Selektivita stacionární fáze je definovaná rovnicí: 
  
  bKmM D +⋅=log  (4) 
ím je distribuce velikosti pór stacionární fáze užší, tím menší je sklon m, a tím je vtší 
selektivita pro rozlišení úzkého rozsahu molekulových hmotností. 
 Podíl objem roztok uvnit pór a kolem ástic SP (stacionární fázi) je definován 
konstantou ´´k [41]:
  0
´´
V
V
Kk iD=  (5) 
 Když rovnice (5) dosadíme do rovnice (4), mžeme se pesvdit, že selektivita kolony 
mže být zvýšena zmenšením V0 anebo zvtšením Vi. Toho mžeme dosáhnout vtší 
hustotou umístní ástic SP (stacionární fázi) v kolon anebo použitím ástic s vtším 
celkovým objemem pór. Ale a i v tom existují urité limity. Objem mezi ásticemi stacionární 
fázi není tak jednoduché zredukovat pod 35 % z celkového objemu. Díky vysokým tlakm, 
musí póry vykazovat minimální mechanickou odolnost (hlavn vi vysokým tlakm HPLC - 
high performance liquid chromatography). 
 Existují urité optimální podmínky k provedení analýzy pomocí SEC. Nkteré z nich jsou 
dost dležité pro správnou analýzu vzorku. Koncentrace soli v mobilní fázi nesmí být moc 
vysoká, jinak se zvyšuje riziko shlukování molekul a tím dochází i ke zvtšení jejich 
molekulové hmotnosti. Velký podíl vody v mobilní fázi mže na druhou stranu zpsobit 
kontaminaci bakteriemi, které jsou schopné rozkládat nkteré biomolekuly a jsou tžko 
odstranitelné z kolony [42]. Objem nastikovaného vzorku, na rozdíl od jiných 
chromatografických metod, nemá pesahovat objem kolony. Vtšinou iní 5-10 % objemu 
kolony [43]. Velké objemy nástiku zpsobují asymetrii a zvtšenou šíku pík. Rychlost 
prtoku mobilní fáze má být docela nízká, dvod je jasný z Van Deemterovy rovnice: 
  mppmpmp
DcudadDcudubDadH 22 +≈++=
  
kde vyšší prtok odpovídá zvýšenému teoretickému patru, a tím i horšímu rozlišení (délka 
kolony je konstantní a kolona je rozdlená na rzný poet teoretických pater. ím více je 
pater, tím lepší je rozlišení analyt) [44]. V HP-SEC (high performance) dochází k disperzi 
analytu, a tím se zešiují píky. 	ešením je zvtšení vnitního prmru kolony, které 
významn potlaí disperzi. V HP-SEC systémech se používá obvykle kolony s prmrem 
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7,5 mm [45], u nízkodisperzních systému jako u UHPLC (ultra high performance liquid 
chromatography) vystaíme s prmrem 4,6 mm. Rovnž délka kolony má být dlouhá, 
optimální separaci dosáhneme s délkou 30 cm. Pro zlepšení separace je možné zapojit 
nkolik kolon sériov (tandemov) za sebou [46], ale samozejm v tom pípad musíme 
poítat s delším asem analýzy. Velikost ástic stacionární fáze má být co nejmenší, 
optimální prmr je 1-2 µm [47]. 
2.4.2. Detektory 
 UV-detektor se používá hlavn u protein, které mohou absorbovat elektromagnetické 
záení v UV oblasti kvli aromatickým aminokyselinám, je možné ho regulovat pomocí vlnové 
délky záení. Pi nízkých vlnových délkách  je zvýšena senzitivita a je možné tak detekovat 
vzorky s nižší koncentraci. Pi vyšších vlnových délkách dostaneme vtší lineární rozsah 
[48]. 
 Fluorescenní detektor je o hodn citlivjší a selektivnjší metoda, nežli UV, takže je 
vhodná spíš pro detekci uritých analyt ve vzorku, a sice opt proteiny (kvli absorpci). 
 Nejvýznamnjším detektorem v SEC je detektor rozptýlu svtla (LS - light scattering). 
LALS – Low Angle Light Scattering – je metoda detekce, kde se používá jeden detektor 
rozmístny pod úhlem blízkém 0°, a je možné ho mnit v rozsahu 3° až 5°. RALS – Right 
Angle Light Scattering – detektor je umístn v 90° k dopadajícímu svtlu. MALS detektor 
využívá vtšího potu detektor, umístných pod rznými úhly. Je nejvíce senzitivní pro 
analýzu agregát s vysokými molekulovými hmotnostmi. Práv LS detektory mohou 
eliminovat rzná zkreslení molekulové hmotností, která jsou urená jenom pomocí SEC 
(vlivy interakcí, tvaru atd.).  
 Hmotností spektrometrie se rovnž používá, ale je nejvíce problematická, jelikož 
rozpuštné soli v mobilní fázi zpsobují kontaminaci detektoru. 
 Viskozimetr je asto spojen s refraktometrem. Z namené viskozity a z ní odvozené 
vnitní viskozity, pomocí kalibraní kivky (univerzální kalibrace) je možné podle Mark-
Houwinkovy rovnice vypoítat molekulovou hmotnost polymeru: 
  [ ] aMK ⋅=η
Kde [ ]η  je vnitní viskozita, K  je konstanta, M  je molekulová hmotnost, a je konstanta 
charakterizující dvojici polymer-rozpouštdlo. 
2.5. MALLS 
 Další metodou detekce je MALLS – Multi Angle (Laser) Light Scattering. Pi dopadu 
primárního paprsku svtla na ástici dochází k jeho rozptylu do rzných smr, detektor 
zaznamenává intenzitu tohoto rozptýleného svtla pod uritým úhlem. Pi statickém rozptylu 
svtla, na emž je založen MALLS detektor, se mí asový prmr intenzity. Svtlo jako 
elektromagnetická vlna se skládá ze dvou kmitajících a navzájem kolmých polí: elektrického 
a magnetického. Když taková vlna se naráží do ástici, kmitající elektrické pole vyvolává 
polarizaci ástice. Tak vznikne oscilující indukovaný dipól, v jehož okolí vzniká periodické 
elektrické pole o stejném kmitotu jako dopadající svtlo. Tím se ástice stává zdrojem 
rozptýleného svtla. Rayleighova rovnice pro rozptyl svtla molekulami zedného plynu 
byla vyjádena jako vztah [49]: 
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242
0
22
0 r
F
I
i pp
⋅⋅
⋅⋅
= λε
θαpiθ
  (6) 
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( )θpi  je intenzita svtla rozptýleného jednou ástici pod uhlem , 
0I  je celková intenzita primárního záení, 
pα  polarizovatelnost ástice (moment indukovaného dipólu), 
θ  rozptylový uhel (uhel pozorování), 
0ε permitivita vakua, 
λ vlnová délka primárního rozptýleného záení (I0), 
r  vzdálenost detektoru. 
 Pi použití vztahu pro polarizovatelnost a ve velmi zedném prostedí (plynu) rovnice 6 
se upraví na vztah: 
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kde 
w
n
∂
∂
je inkrement indexu lomu.  
 Ve zedných soustavách s ásticemi velikosti menší než /20 platí rovnice (7), jen je 
vynásobená na pravé stran 20n  (index lomu disperzního prostedí). Rozptýlené svtlo je 
velice závislé na vlnové délce, zmenšení  dvakrát vyvolává zvýšení intenzity až 15 krát. 
Vždy bereme v úvahu elastický rozptyl svtla, kde kmitoet a vlnová délka primárního a 
rozptýleného svtla je totožná. 
 Pro eliminaci geometrického uspoádání se zavádí Rayleighv pomr: 
  ( ) ( )
( )
0
2
I
i
F
r
R v
θ
θ
θ ⋅= (8) 
Kde ( ) 1=θF pi vertikáln polarizováném svtle, ( ) θθ 2cos=F pi horizontáln
polarizovaném svtle a ( ) ( ) 2/cos1 2 θθ +=F  pi nepolarizovaném svtle. Vtšinou se 
v experimentu používá vertikáln polarizované svtlo, kde . 
 Takto se namená intenzita pepoítává na jednotkovou vzdálenost od detektoru a úhel 
°= 0θ . U malých ástic Rayleighv pomr na úhlu pozorovaní nezávisí, což ale neplatí pro 
vtší ástice. 
 Kdyby uvažovaný systém byl dokonale homogenní, na každý objemový element by se 
našel jiný objemový element s intenzitou paprsk v opané fázi, a tím by se rozptýlené vlny 
vyrušily a nepozorovali bychom žádný rozptyl do stran. Ale žádný systém není dokonale 
homogenní, fluktuace hustoty v kapalinách a hlavn fluktuace koncentrace v disperzních 
soustavách zpsobují zmnu polarizovatelnosti objemových element systému. Výsledná 
intenzita rozptýleného svtla je dána podílem vln, které se interferencí neruší, a je závislá na 
okamžité hodnot δα . 
 Úpravou rovnice (7) s vyjádením polarizovatelnosti pes fluktuaci koncentrace a viriální 
rozvoj osmotického tlaku dostaneme Enstein-Debyev vztah: 
  
( ) ( ) 2
2
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( ) 1=θF
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 Pítomnost druhého virálního koeficientu znamená, že intenzita rozptýleného svtla závisí 
také na termodynamickém chování systému. To znamená, že koncentraní fluktuace jsou 
tím významnjší, ím menší lokální zvýšení Gibbsové energie zpsobují. Druhý viriální 
koeficient charakterizuje Interakce i vzájemné psobení mezi ásticemi a rozpouštdlem. 
Nabývá záporných hodnot, když pevládají pitažlivé síly mezi ásticemi, a tím ástice 
projevují tendenci k shlukování, potom intenzita rozptylu je vyšší. Pi kladných hodnotách 
ástice se odpuzují, lokální fluktuace jsou minimální, intenzita je pak nižší. 
 U ástic stední velikostí (vtší než /20) už musíme poítat s interferencí svtla 
vycházejícího z jednotlivých bod jedné ástice. Vlny picházející do detektoru z jedné 
ástice nejsou ve stejné fázi a výsledná intenzita je nižší. Zeslabení je však závislé na úhlu 
pozorovaní . Pi °= 0θ intenzita se nemní, pi °=180θ  je intenzita v nejvtším zeslabení. 
Proto se zavadí rozptylový faktor ( )θP , který charakterizuje interferenní zeslabení rozptylu 
na vtších ásticích: 
  
( ) ( )( )0R
R
P
θθ = (10) 
( )θR  je Rayleighv pomr 
( )0R  je Rayleighv pomr v nepítomnosti zeslabení  
Obrázek 9. Rozdíl dráhy paprsk mezi jednotlivými body 
 Na obrázku 9 vidíme vektor spojnice bod P1 a P2 r, symetrálu úhlu ( )θ−180  - vlnový 
(rozptylový) vektor q. V daném obrázku uvažujeme symetrický pípad, kdy smry vektor q a 
r  jsou totožné. Dráhový rozdíl je 2222 QPPR + .  
 Fázový rozdíl potom : 
  2
sin42
θ
λpiλpiϕ
rl
=
∆
= (11) 
  
 Velikost vlnového vektoru: 
  2
sin
4 θ
λ
pi
⋅=q (12) 
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  rq ⋅=ϕ (13) 
  
 V pípad, kdy spojnice bod a rozptylový vektor nemají totožný smr (svírají uritý 
úhel ) platí skalární souin tchto vektor: 
  
  ψϕ cos⋅⋅=⋅= rqrq (14)
 Dále pro výpoet rozptylového vektoru ( )θP  je poteba vyjádit rozdíl fází ve form
goniometrické funkce, seíst funkce vln pocházejících ze všech bod ástice. Dostaneme tak 
výslednou vlnu picházející do detektoru. Výsledná intenzita svtla je pak úmrná tverci 
amplitudy. Dostaneme tak intenzitu rozptýleného svtla ásticí, která má uritou polohovou 
orientaci vi vlnovému vektoru, která není stálá vi tepelnému rotanímu pohybu, a proto 
musíme vypoítat prmr i pes všechny myslitelné orientace. ( )θP  pedstavuje pomr takto 
vypotené intenzity k hodnot ( )θpi  z Rayleighove rovnice (6) 
 Obecná rovnice pro rozptylový faktor, kterou odvodil Debye je: 
  
( ) 
= =
=
n
j
n
i ij
ij
qr
qr
n
P
1 1
2
sin1θ (15) 
n je poet bodových zdroj, kterým je nahrazena velká ástice, 
ijr  je vzdálenost mezi i-tým a j-tým bodovým zdrojem. 
 Po úprav rovnici (15) za použití viriálního rozvoje pi malém úhlu  nebo pomru λ
d
 a 
také rovnic (11) a (13) dostaneme vztah pro rozptylový faktor:  
  
( ) ...
2
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3
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piθ ssqP (16) 
2s  je gyraní polomr (stední kvadratický polomr), který charakterizuje rozložení hmotností 
v ástici, mžeme vyjádit pomocí vztahu: 
  

= =
=
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1 1
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2
2
2
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(17) 
 Z tchto rovnic mžeme usoudit, že rozptylový faktor klesá s rostoucí velikostí (souinem 
ijqr ), a jelikož 
2q  je umené 
2
sin2
θ
 (vlnový vektor), ( )θP  klesá pi nárstu úhlu 
pozorovaní 
 od 0 do 180°, kde nabývá své minimum. 
 Pro experimentální stanovení intenzity rozptýleného svtla ásticemi menšími než 
/20 byla odvozena Einstein-Debyeova rovnice: 
( ) ...2
1
2 +⋅+=∆
⋅
wA
MR
wK
θ
(18) 
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( ) ( ) ( )θθθ 0RRR −=∆ (19) 
  
2
4
2
0
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Do konstanty K  se zahrnuje index lomu istého rozpouštdla 0n , vlnová délka primárního 
záení λ  a inkrement indexu lomu wn ∂∂ / .  
 Vyneseme do grafu ( )θR
wK
∆
⋅
 proti w  a pi extrapolaci na nulovou koncentraci dostaneme 
pímku, z úseku které na ose y vypoítáme M  a ze smrnice 2A . Gyraní polomr pro malé 
ástice není možné vypoítat. 
 Pro ástice vtší než /20 do pedchozí rovnice musíme zapoítat rozptylový faktor ( )θP
  ( ) ( ) ( )
...
21 2 +
⋅
+
⋅
=
∆
⋅
θθθ P
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(21) 
  ( ) ( )θθ PMR
wK
⋅
=
∆
⋅ 1
     pi 0→w (22) 
Obrázek 10. Zimmv diagram 
 Zimmv diagram nám souasn dovoluje zahrnout extrapolaci na °→ 0θ  a 0→w . Na 
osu y se vynese ( )θR
wK
∆
⋅
 a na osu x lineární kombinace nezávislých promnných 
wk '
2
sin 2 +
θ
, kde 'k  je libovolná konstanta. Po extrapolaci dostaneme dv protínající na ose 
poadnic áry (v bod
M
1
) s rovnicemi: 
  ( )
wk
k
A
MR
wK
'
'
2
1 2
⋅+=
∆
⋅
θ
       pro °→ 0θ (23)  
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      pro 0→w (24)  
 Ze smrnice první rovnice vypoítáme druhý viriální koeficient 2A , ze smrnice druhé 
rovnice gyraní polomr s . 
 Pi MALLS se mení provádí pi nkolika úhlech, a získaná data se extrapolují na 
nulovou hodnotu úhlu °→ 0θ  a souasn také na nulovou koncentraci 0→w . Spojením 
SEC chromatografii a MALLS detektoru mžeme urit hodnoty nM (poetní prmrná), wM
(hmotnostní prmrná), zM (velikostní-prmr), gyraní polomr s  a druhý viriální koeficient 
2A . Pi zapojení viskozimetru uríme i vnitní viskozitu []. 
 Teorii rozptylu svtla v podrobnjším vykladu je možné najit v použitých zdrojích: 
[49,50,51,55]. 
2.6. DLS 
 DLS neboli dynamický rozptyl svtla, fotonová korelaní spektroskopie i kvazielastický 
rozptyl svtla je založen jako MALLS také na rozptylu svtla ásticí. Zásadní rozdíl oproti 
statickému rozptylu svtla je, že se mí fluktuace intenzity rozptýleného svtla v ase, 
namísto mení asového prmru intenzity.  
Obrázek 11 Základní uspoádaní DLS 
  V disperzním systému se uplatuje jako v každém jiném Brownv pohyb ástic. ástice 
rzných velikostí se pohybují s rznou rychlostí. Když na takovou ástici dopadá svtelný 
paprsek, bude vykazovat rozptyl jenom po dobu, kdy se bude nacházet v oblasti 
dopadajícího záení. Jelikož je ástic v systému hodn, dochází k interferenci rozptýlených 
paprsk dopadajících na detektor z rzných ástic. V konkrétním okamžiku záznamu 
dostáváme konkrétní interferenní obrázek intenzity, který se s asem mní (adov 710− až
s10 9− ), jelikož rozptylující ástice se pohybují díky tepelnému pohybu ástic. V DLS se 
porovnávají tyto interferenní záznamy, jak moc mezi sebou korelují. V asovém intervalu 
t = 0 je tato korelace rovna 1 (intenzita je stejná), se zvyšujícím se asovým intervalem t
se korelace snižuje až k nule, kdy interferenní obrazce jsou úpln odlišné. Snížení korelace, 
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krom vtšího asového intervalu, je také dána zvtšující se velikostí ástic. Tímto korelace 
uruje jak velká je ástice a jak rychle se pohybuje v systému, pomocí difúzního koeficientu 
vypoítaného z Enstein – Stokesové rovnice: 
  
H
B
R
Tk
D
⋅⋅⋅
⋅
=
ηpi6
 (25) 
Kde Bk  je Boltzmanová konstanta, T  je absolutní teplota, η  je dynamická viskozita 
disperzního prostedí, HR  je hydrodynamický polomr. 
 Tuto rovnici je možné použít pouze pro ástice sférického (kulovitého) tvaru. Pokud tomu 
tak není, tak se ástice extrapoluje na kulovitý tvar. Hydrodynamický polomr HR  je tak 
polomr kulovité ástice i se solvataním obalem, která vykazuje stejný difúzní koeficient 
jako mená ástice. ím vtší je ástice, tím menší difúzní koeficient má a tím pomaleji se 
pohybuje. 
 Distribuce velikostí ástic se vypoítává z autokorelaní funkce (ACF): 
  ( ) ( ) ( ) ( ) ( )ττ +=+= 
=
ii
N
i
ii tItItItI
N
tG
1
)2( 1  (26) 
Kde index )2(  oznauje, že se jedná o intenzitu záení, ale ne intenzitu elektrického pole, 
τ  je asový interval mezi záznamy. 
Obrázek 12. Autokorelaní funkce 
Jelikož τ se volí o hodn kratší, než as fluktuace, mžeme psát: 
  ( ) ( ) ( )tItItI ii 2
0
lim =+
→
τ
τ
 (27) 
Pro hodn velké intervaly, kdy korelace je nulová: 
  ( ) ( ) ( ) 2lim tItItI ii =+
∞→
τ
τ
 (28) 
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Takže ( ) ( )τ+ii tItI  by mla klesat v rozmezí hodnot od ( )tI 2  do ( ) 2tI
Autokorelaní funkce ACF je nezávislá na poátením asu, takže mžeme psát: 
  ( ) ( ) ( ) ( )ττ IItItI ii 0=+  (29) 
Normalizovaná ACF potom je: 
  
( ) ( )
2
)2(
0
I
II
g
τ
=  (30) 
Kterou mžeme napsat pes autokorelaní funkci ACF elektrického pole záení: 
  ( )( )2)1()2( 1 τσ gg +=  (31) 
Kde  ( ) ( ) ( )
2
)1(
0
E
EE
g
τ
τ =  (32) 
σ  je instrumentální konstanta, vystihující poet koherenních ploch zachycených 
detektorem, musí se smovat k hodnot 1 (ím víc koherenních ploch je zachyceno, tím 
víc se intenzity tch ploch pekrývají, tím slabší je signál). 
 Pro monodisperzní soustavy platí: 
  ( ) ττ
t
eg
−
=
)1(  (33) 
  
2
1
Dq
=τ  (34) 
Kde q  je Braggv vlnový neboli rozptylový vektor: 
  
2
sin
4 0 θ
λ
pi
⋅
⋅
=
n
q  (35) 
Kde 0n  je index lomu disperzního prostedí, λ  je délka primárního svtla ve vakuu, θ  je 
úhel pozorovaní (Obrázek 11). 
 Z rovnic (31),(33),(34),(35) mžeme vypoítat difúzní koeficient Df, a z nho podle rovnice 
(25) hydrodynamický polomr RH. 
 U heterodisperzních systém se provádí integrální výpoet: 
  
( ) ( ) τττ τ ∂⋅=
−∞

t
eAg
0
)1(
Kde ( )τA  nese informaci o distribuci velikostí ástic. 
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Obrázek 13. Distribuce velikosti ástic. Výstup z DLS 
 Vtšina moderních pístroj mí pi jednom fixním úhlu, a s laserovým paprskem o 
vlnové délce 675 nm jako zdroj primárního svtla. Pi mení musí být eliminován nežádoucí 
jev nkolikanásobného rozptýlení paprsk, a proto se volí co nejmenší koherentní plocha 
(ideální je rozptyl na 1 ástici bez interference), dostaten nízká koncentrace vzorku, co 
nejmenší optická dráha, a také se musí zabránit dopadu primárního paprsku na detektor 
(90°). Co se tye požadavk na vzorek, tak se musí zabránit kontaminaci ásticemi prachu, 
které kvli extrémní citlivosti pístroje budou rušit signál, a proto se musí vzorek pedem 
pefiltrovat. Musí se použit také vhodná iontová síla a vhodná (konstantní a pesn
definovaná) teplota, jelikož viskozita prostedí a také tepelný pohyb ástic neboli difúzní 
koeficient, jsou na ní extrémn závislé). 
 Detektorem pro signál slouží fotonásobi, který spolen s korelátorem, pípadn
zeslabovaem i zesilovaem paprsk pevádí svtelnou intenzitu na elektrickou, která je 
dále zpracována poítaem. 
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Obrázek 14. Instrumentace DLS 
Podrobnjší vyklad teorie je možné najit v použitých referencích [52 - 58]. 
3. EXPERIMENTÁLNÍ ÁST 
3.1. Materiály  
 Na pípravu vzorku byl použit hyaluronan sodný dodávaný spoleností Contipro Biotech 
s. r. o (Dolní Dobrou, eská Republika) v rozsahu molekulových hmotností 90-130 kDa, 
110-130 kDa a 130-150 kDa, a 1500-1750 kDa. Všechny použité vzorky hyaluronanu byly 
oznaený jako Technical Grade. Albumin hovzího séra (BSA) byl dodán spoleností Sigma-
Aldrich ve form lyofilizovaného prášku zbaveného esenciálních mastných kyselin a 
s istotou 98%. Z dalších chemikálií byl použit dusinan sodný (NaNO3) (Sigma-Aldrich), 
Hydroxid sodný (Sigma-Aldrich). Na pípravu pufru byly použity kyselina citronová 
monohydrát s obsahem 99,8% (PENTA) a hydrogenfosforenan disodný dihydrát s obsahem 
99,0% (PENTA). Pro kalibraci pH metru byly použité komern dodávané pufry o pH 2; 4,01; 
7 (Mettler Toledo). Všechny vzorky a zásobní roztoky byly pipravené v deionizované vod
Milli-Q, pipravené pomocí pístroje Purelab Option ELGA. 
3.2. Metody  
3.2.1. Píprava vzork
 Nejdív byly pipravené zásobní roztoky hyaluronanu sodného a hovzího sérového 
albuminu v Milli-Q vod. Navážka Hyaluronanu byla nejprve usušena v sušárn pi 90°C po 
dobu maximáln 30 minut. Pesná množství hyaluronanu a albuminu byly za stálého míchání 
na magnetické míchace po dávkách postupn stídav smíchány s vodou. Takto pipravené 
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zásobní roztoky byly míchány minimáln 24 hodin pi laboratorní teplot. Z tchto zásobních 
roztok byly dále pipraveny roztoky hyaluronanu a albuminu dle tabulky níže 
(viz. Tabulka 1). Jedna sada obsahovala 8 vzork s konstantní koncentrací hyaluronanu a 
promnnou koncentrací albuminu. Celkem bylo tak pipraveno 12 ad vzork, které se lišily 
prostedím a molekulovou hmotností. Takto pipravené vzorky byly míchány na magnetické 
míchace po dobu minimáln 12 hodin. Po této dob byl teprve pidán NaNO3, tak aby jeho 
výsledná koncentrace ve vzorku byla 0,1 M. Potom se vzorky ješt míchaly pibližn 3 h. 
 Na neutralizaci sady vzork pipravených v pufru o pH 4 na výsledný pH 7 byl použit 
hydroxid sodný o koncentraci 1,5 M. Pídavek do každého vzorku inil pibližn 550 µl. Ješt
ped neutralizaci ze vzork bylo odebráno zhruba 2 ml a zmeno na SEC-MALLS. 
 Ped neutralizací posledních dvou sad vzork byl pH-metr kalibrován pomocí pufr o 
známých pH hodnotách (pH 2; 4,01 a 7). Neutralizace byla provádna následujícím 
zpsobem: byla nejdív zmena hodnota pH vzorku a postupn se pidával hydroxid sodný 
až po dosažení požadované hodnoty vzork pH 7.  
 Píprava pufru o pH 4 a 7 byla uskutenna v Milli-Q vod. Nejprve byly pipraveny 
roztoky kyseliny citronové o koncentraci 0,05 M a hydrogenfosforenanu disodného o 
koncentraci 0,1 M. Po kalibraci pH metru se zmila pH hodnota roztoku kyseliny citronové 
(hydrogenfosforenanu disodného), potom se za neustáleného míchaní pidával 
hydrogenfosforenan disodný (kyselina citronová) až po dosažení požadované hodnoty pH 
pufru. Potom se výsledný pufr pl hodiny míchal pro ustálení pH, a bylo provedeno kontrolní 
mení pH hodnoty. V pípad pufru o pH 4 se hydrogenfosforenan disodný po dávkách 
pidával ke kyselin citronové. V pípad pH 7 to bylo opan. 
 Podrobnjší složení výsledných roztoku je popsáno v tabulce níže (tabulka 1) 
 Dále v textu pro zjednodušení budou použité zkratky: 
• NMHya pro nízkomolekulovou hyaluronovou kyselinu 
• VMHya pro vysokomolekulovou hyaluronovou kyselinou 
Tabulka 1. Píprava roztok
Sada NM/VMHya prostedí c(Hya) [g/L] c(BSA) [g/L] c(NaNO3) [mol/L] VCELK  [ml]
1 
NMHya 
Milli-Q 
5 
0 
0,25 
0,5 
1 
2 
5 
10 
0 7 
2 Milli-Q  0,1 7 
3 Pufr pH 4 0 7 
4 Pufr pH 4 0,1 7 
5 Pufr pH 7 0,1 7 
6 Pufr pH 4* 0,1 12 
7 
VMHya 
Milli-Q 
1 
0 7 
8 Milli-Q  0,1 7 
9 Pufr pH 4 0 7 
10 Pufr pH 4 0,1 7 
11 Pufr pH 7 0,1 7 
12 Pufr pH 4* 0,1 12 
*Vzorky oznaené hvzdikou byly následn neutralizovány na výsledné pH 7 
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3.2.2. DLS mení vzork
 Mení DLS bylo provedené pomocí pístroje Malvern Zetasizer Nano ZS s použitím 
plastových jednorázových kyvet na mení velikosti ástic a ponorné cely zetasizer 
nanoseries Malvern pro mení zeta potenciálu. 
 Mení pH pufr a vzork bylo provedeno pomocí pístroje SevenMulti Metler toledo 
s použitím elektrody Mettler Toledo InLab Routine Pro pH 0-14. 
 Mení velikosti vzork bylo provedeno pi úhlu 173° a pi teplot 25°C. Jako zdroj svtla 
byl použit He-Ne laser o vlnové délce 632,8 nm. as pro vytemperování vzork byl nastaven 
na 60 sekund. Nastavení bylo provedeno pro materiál protein s refrakním indexem RI 1,450 
a absorpci A 0,001. Rozpouštdlo bylo nastaveno jako voda s viskozitou 0,8872 cP, 
refrakním indexem 1,330. Viskozita rozpouštdla byla použita jako viskozita vzorku. Poet 
mení byl stanoven na 3, délka trvaní jednoho mení byla vybrána jako automatická. 
Multiparametrová analýza byla vybrána pro analýzu agreganího bodu a bylo také nastaveno 
automatické vyhledávání optimální pozice mení. Na mení zeta potenciálu bylo nastaveno 
jedno mení, obsahující v sob od 10 do 100 opakován. Detektor pi mení zeta potenciálu 
byl umístn v pímém smru pod úhlem 17°. 
 Ped mením dynamického rozptylu svtla byly všechny vzorky jedné sady 
vytemperování na laboratorní teplotu, a dále pefiltrovány pes filtr o velikosti 0,45 µm do 
plastových kyvet o optické délce 1 cm. Po filtraci se vzorky nechaly stát cca 30 minut pro 
ustálení pípadné struktury analyt. Po skonení DLS mení všech osmi vzork jedné sady, 
byl promen jejich zeta potenciál. Potom bylo mení DLS a zeta potenciálu ješt jednou 
opakováno: nové vzorky se pefiltrovaly do nových kyvet pes filtr o stejné velikosti pór, a 
druhé mení bylo provedeno za stejných podmínek.  
3.2.3. SEC-MALLS mení vzork
 Mení SEC-MALLS bylo provedeno za použití SEC-MALS (GPC-MALS) systému. 
Použité detektory jsou: MALS víceúhlový detektor (17 úhl) pro statický rozptyl svtla, 
18. detektor pod úhlem 90° pro dynamický rozptyl svtla; VISKOSTAR detektor k urení 
viskozity; diferenní refraktometr sloužící pro stanovení koncentraci. Použitá mobilní fáze 
byla 0,1M roztok NaNO3. Inkrement indexu lomu byl zadán jako 0,165 pro Hya a smsi Hya 
a BSA a 0,185 pro istý BSA. Objem nástiku byl definován na 50 µL. Prtok byl použit 
0,4 ml/min. Mení jednoho vzorku tak probíhalo cca 85 minut.Použitá separaní kolona byla 
PL aquagel-OH MIXED 8 m. Je to hydrogel na bázi porózní silicy. Jako standard pro 
molekulovou hmotnost byl použit analytický standard pro GPC Dextran 410 kDa a 150 kDa. 
 Vzorky vždy, jak i v pípad mení DLS, byly pefiltrovány pes filtr 0,45 µm. Odbr byl 
provádn automatickým dávkovaem (autosampler). 
4. VÝSLEDKY A DISKUZE K DLS 
4.1. DLS sady nízkomolekulové HA v Milli-Q a 0,1 M NaNO3
 Vzhledem k pomrn velkému množství dat, bude uvedena do výsledku a vyhodnocena 
pouze uritá ást výsledk. 
 Pro vyhodnocení byla vybrána sada nízkomolekulové HA, pipravena ve vod
s pídavkem NaNO3. 
 Je dležité si uvdomit, že pi mení DLS byly velké odchylky u jednotlivých mení a to 
u všech sad vzork. Pravdpodobn to bylo zpsobeno vysokou polydisperzitou vzork, 
nejvíc to bylo vidt na kvalit korelaních kivek. Proto nemžeme považovat výsledné 
hodnoty mení a ani samotné mení za pesné. Tetí pík je zanedbatelný vzhledem jinak 
k jeho malému zastoupení, za druhé kvli nepítomnosti žádného trendu.  
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Graf 1. Závislost Z-prmru velikosti ástic na koncentraci pidaného BSA ve vzorcích Hya s 
pídavkem BSA o rzných koncentracích (NMHya v Milli-Q a 0,1 M NaNO3) 
 Z grafu 1 je vidt narst stední velikostí ástic v rozmezí koncentrací BSA 0-1 g/L, který 
mže být zpsoben tím, že v tomto rozmezí dochází k vytsnní iont dusinanu sodného 
molekulou BSA z molekuly HA. Probíhá zde kompetitice (soutživost) o navázání resp. 
výmnu nabitých BSA molekul se sodnými ionty. Tím se HA stává vysoce nabitá, a proto 
expanduje. O tom, že se náboj HA sníží, potvrzují data zeta potenciálu, který se sníží po 
pídavku BSA. Pi koncentraci BSA 1 g/L ástice nabývají své maximální velikosti 20,4 nm, v 
roztoku je pravdpodobn pi této koncentraci nejvíce expandovaných ástic hyaluronové 
kyseliny nebo komplex, a je to pravdpodobn zpsobeno uritým pomrem náboj a s tím 
spojeným elektrostatickým odpuzováním. Od koncentrace BSA 2 g/L a výše jsou ástice 
komplex výrazn menší. Je pravdpodobn dosaženo uritého pomru navázaných 
molekul BSA k volným karboxylovým skupinám u Hya, kdy psobením BSA se komplexy 
zanou zmenšovat. Velikost ástic BSA iní 9 nm. Podle rozdlení dat na 2 píky je možné 
íct, že se ástice rozdlí do dvou populací. 
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Graf 2. Závislost velikosti ástic a procenta plochy 1. píku na koncentraci pidaného BSA ve 
vzorcích Hya s pídavkem BSA o rzných koncentracích (NMHya v Milli-Q a 0,1 M NaNO3) 
 V grafu 2 je vidt že velikost menších ástic klesá od 15,3 do 9,5 nm. Toto je asi 
zpsobeno tím, že nemají moc nabitých a dostupných pro BSA karboxylových skupin na 
svém povrchu, a tím pochopiteln i velké iontové stínní, takže malá koncentrace BSA je 
postaující jednak pro vytsnní existující iontové síly, a také pro interakcí se všemi 
dostupnými skupinami, a tím dochází ihned ke „smrštní“ ástic. Plocha 1. píku v procentech 
klesá do koncentraci BSA 1 g/L z 83,6 % na 52 %, a to pravdpodobn kvli pechodu 
nkteré asti do druhé vtší populace. Ale navzdory poklesu plochy píku 1, se stále jeho 
plocha pohybuje nad 50 %, což svdí, že ástice malé velikosti jsou stálé nejvíce 
zastoupené. Potom, od koncentrace BSA 2 g/L, po pekroení limitního pomru koncentraci 
BSA k HA, se procenta plochy zaínají zvyšovat, pravdpodobn kvli „smrštní“ vtších 
ástic druhé populace a jejich pechodu do první menší. Pi koncentraci BSA 10 g/L iní 
procenta plochy tak 75 %. Velikost istého BSA je 8 nm. Plocha v procentech 1. píku BSA je 
82 %. Takže BSA v roztoku vzork pevažuje ve form menších ástic. 
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Graf 3. Závislost velikosti ástic a procenta plochy 2. píku na koncentraci pidaného BSA ve 
vzorcích Hya s pídavkem BSA o rzných koncentracích (NMHya v Milli-Q a 0,1 M NaNO3) 
 Na grafu 3 je vidt, že se velikost ástic druhé populace zvýší po pidání BSA 
o koncentraci 0,25 g/L z hodnoty 550 nm do 968 nm, pravdpodobn kvli expanzi nabitých 
ástic. Pi zvyšování koncentraci BSA do 2 g/L se velikost ástic zmenšuje, pravdpodobn
kvli „smrštní“ komplex molekulami BSA. Hodnota velikostí ástic pi koncentraci BSA 
5 g/L je nejspíš odlehlá. Procenta plochy 2. píku je podstatn nižší, než u menších ástic 
první populace. Zvyšují se na hodnotu až 45 % pi menších koncentracích BSA (1 g/L), kde 
pravdpodobn mají nejvtší význam. Od koncentrace BSA 2g/L se však udržují pibližn na 
hodnot 25 %. Velikost istého BSA je 279 nm, což svdí o tom, že i BSA tvoí dv
populace ástic, ale zejm až pi vyšších koncentracích. Plocha 2. píku istého BSA je 
pouze 18 %, což svdí o tom, že vtší agregáty BSA jsou v roztoku pítomné ale s výrazn
menším zastoupením. 
31 
Graf 4. Závislost zeta potenciálu na koncentraci BSA u rzných sad vzork HA s pídavkem 
BSA o rzných koncentracích v odlišných prostedích (NMHyA) 
 V grafu 4 je vidt, že sada pipravena v Milli-Q vod má nepravidelný a nejnižší zeta 
potenciál, kvli záporn nabitým karboxylovým skupinám a pravdpodobn i kvli 
nepítomnosti žádné stínící iontové síly. Ostatní sady se v zeta potenciálu mezí sebou skoro 
neliší a s rostoucí koncentrací BSA se nepatrn snižují. Skoro konstantní hodnota zeta 
potenciálu je pravdpodobn zpsobená vlivem rzn velké iontové síly, která celkem 
stabiln stíní molekulu HA ped molekulami BSA. Domnívám se, že iontová síla má také vliv 
na nepatrné snížení zeta potenciál komplex. Nejnižší zeta potenciál mezi istými BSA má 
ástice BSA pipravené ve vod (- 21 mV), nejvyšší je v pufru o pH 4 s pídavkem NaNO3
(0,22 mV). Je to logické vzhledem k hodnot pH roztoku 7 a izoelektrickému bodu BSA 
kolem 5.   
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4.2. DLS sady vysokomolekulové HA v Milli-Q a 0,1 M NaNO3 
Graf 5. Závislost Z-prmru velikosti ástic na koncentraci pidaného BSA ve vzorcích Hya s 
pídavkem BSA o rzných koncentracích (VMHya v Milli-Q a 0,1 M NaNO3) 
 Na grafu 5 je vidt že stední velikost jenom klesá na rozdíl od sady s nízkomolekulovou 
HA. Pokles se zmíruje nad koncentraci BSA cca 2 g/L, kdy se velikost ástic píliš nemní. 
Pravdpodobn má vysokomolekulová HA i s pítomností stínicích iont dost dostupných 
karboxylových skupin pro BSA. Proto souasn dochází k vytsnní stínících iont
molekulou BSA ze stínných karboxylových skupin HA a interakcím volných COO- skupin 
s dalšími molekulami BSA. Navázané molekuly BSA se snaží dostat do co nejvýhodnjší 
polohy, a to pomocí interakci s dalšími navázanými BSA, a tak pravdpodobn „sbalí“ 
etzec HA do kompaktnjšího tvaru, ástice se tak zmenšuje. Interakce s dalšími 
molekulami BSA pi vyšších koncentracích HA ješt více „smršují“. Stední velikost BSA je 
10 nm. 
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Graf 6. Závislost velikosti ástic a procenta plochy 1. píku na koncentraci pidaného BSA ve 
vzorcích Hya s pídavkem BSA o rzných koncentracích (VMHya v Milli-Q s 0,1 M NaNO3) 
 Na grafu 6 je vidt, že velikost ástic 1. píku klesá, piemž ihned pi minimální 
koncentraci BSA 0,25 g/L prudce z hodnoty 17,8 na 11,2 nm. Potom je pokles pomalý z 11,2 
do 9,3 nm. Podle rostoucí plochy 1. píku s rostoucí koncentrací BSA lze íct, že ástice 
1. populace pevažují pi vysokých pomrech koncentrací BSA ku HA. Na rozdíl od sady s 
nízkomolekulovou HA je vidt, že zastoupení populace menších ástic je nízké na zaátku a 
roste s rostoucí koncentraci BSA Velikost BSA je 8,5 nm. Procenta plochy 1. píku istého 
BSA je 78,2 %.  
Graf 7. Závislost velikosti ástic a procenta plochy 2. píku na koncentraci pidaného BSA ve 
vzorcích Hya s pídavkem BSA o rzných koncentracích (VMHya v Milli-Q a 0,1 M NaNO3) 
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 V grafu 7 je vidt, že velikost ástic 2. píku se zvyšuje do koncentrace BSA 5 g/L a to od 
733 nm až do 2262 nm. Narst velikosti ástic 2. píku je pravdpodobn zpsoben agregaci 
komplex kvli snížení jejich celkového povrchového náboje s rostoucí koncentrací BSA. 
Mohlo by se také jednat o podobnou situací, jaká byla probrána u ástic 2. píku 
nízkomolekulové HA. Pi koncentraci BSA 10 g/L se velikost sniží na hodnotu 1181 nm, a to 
nejspíš kvli konformaní zmn etzce molekuly Hya, který se pravdpodobn sbalí. 
Molekula HA pravdpodobn v tomto bod má minimum volných karboxylových skupin.  
Procenta plochy 2. píku vykazují stálý pokles v rozmezí hodnot od 40 % pi isté HA do 
11,2 % pi koncentraci BSA 10 g/L. Takže zastoupení ástic 2. populace vtších ástic na 
rozdíl od sady NMHya jen klesá. Velikost istého BSA je 361 nm. Plocha píku BSA je 27 %. 
Graf 8. Závislost zeta potenciálu na koncentraci BSA u rzných sad vzork HA s pídavkem 
BSA o rzných koncentracích v odlišných prostedích (VMHya)  
 Z grafu 8 je vidt, že nejnižší zeta potenciál má sada pipravena jenom v isté vod, a to z 
pochopitelných dvod, nestíní záporn nabité skupiny HA žádné protiionty. Na rozdíl od 
sady s nízkomolekulovou HA má celkem pravidelný prbh a zvyšuje se s rostoucí 
koncentrací BSA, což by znamenalo, že po navázání BSA se snižuje celkový povrchový 
(záporný) náboj ástic. Toto zvýšení zeta potenciálu ihned pi nejnižších koncentrací BSA na 
rozdíl od sady NMHya potvrzuje pítomnost nestínných karboxylových skupin HA, jejichž 
poet se ale evidentn snižuje po pidání BSA. 
 Ostatní sady s rzn velkou iontovou sílou se liší v zeta potenciálu jen nepatrn a s 
rostoucí koncentrací BSA se jeho hodnota v rámci jednotlivých sad skoro nemní. Je to 
pravdpodobn zpsobeno tím, že pidané protiionty stabilizují konformaci HA v prostedích 
s rznou iontovou sílou. Pomrn vysoké hodnoty zeta potenciál ve srovnání se sadou 
v isté vod pravdpodobn mají dvod v rzn velké iontové síle, která odstíní náboj 
molekuly Hya.  
 Nejnižší zeta potenciál u istého BSA má zase BSA pipravený ve vod v hodnot
mV9,3− . Nejvyšší zeta potenciál má istý BSA pipravený v pufru o pH 4 s pídavkem 
NaNO3, jehož hodnota je mV2,2− .  
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5. VÝSLEDKY A DISKUZE K SEC-MALLS 
5.1. SEC-MALLS sady nízkomolekulové HA v Milli-Q a 0,1 M NaNO3
 Vzhledem k pomrn velkému množství dat, pro vyhodnocení byla vybrána sada NMHyA, 
pipravena v 0,1 M roztoku NaNO3. 
 Dále je uveden ukázkový chromatogram vzork (Graf 9). Druhý pík ve vtšin mení byl 
považován za bezvýznamný. Významnjší 2. pík mly jedin vzorky s vyšší koncentraci BSA 
5-10 g/L, což je vidt z chromatogramu. Druhý pík u tchto koncentraci pravdpodobn
pedstavuje z vtší asti vyluovaný BSA, který se nezúastnil interakcí s Hya. 
Graf 9. Chromatogram. Závislost Mw na retenním ase s vlivem koncentrace BSA u vzork
Hya s pidaným BSA o rzných koncentracích (NMHya v Milli-Q a 0,1 M NaNO3) 
 Výsledky z výstupu ukazují pítomnost u nkterých sad více pík. Do vyhodnocení byl 
zahrnut vždy pouze první nejvýznamnjší pík. Významnost byla posouzena z výšky a šíky 
píku poskytovaných z LS (light scattering) signálu. Z daného chromatogramu je vidt, že 
ástice vystupují z kolony mezi 15-20 minutou. Nejvyšší koncentraní signál má istý BSA, 
který má také nejužší pík. Dále výška koncentraního signálu klesá s poklesem koncentraci 
BSA ve vzorcích. 
 Obecn molekulová hmotnost klesá podél jednotlivých pík, jak lze vidt v grafu 10. 
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Graf 10. Mw, [	] komplex v závislostí na koncentraci BSA u vzork Hya s pidaným BSA o 
rzných koncentracích (NMHya v Milli-Q a 0,1 M NaNO3) 
 Z grafu 10 je vidt, že do koncentrace BSA cca 1 g/L roste Mw od hodnoty 101,3 do 
113,5 kDa. Pi vyšších koncentracích BSA molekulová hmotnost klesá až do hodnoty 
74,7 kDa. Snížení molekulové hmotností komplex s rostoucí koncentrací BSA mže být 
zpsobeno nastavením inkrement indexu lomu, který se zadává v nastavení pístroje jako 
konstantní. V našem pípad byl zvolen inkrement indexu lomu bu pro istou HA, nebo istý 
BSA. Jelikož u komplex dochází k interakcím, mní se jejich celkový inkrement indexu 
lomu. Z rovnice (21) je možné odvodit nepímou závislost inkrementu indexu lomu na 
molekulové hmotnosti. Takže ím vtší je inkrement, tím menší je molekulová hmotnost. 
Stejným zpsobem se na tom mže podílet i koncentrace, kterou se násobí konstanta na 
levé stran rovnice obsahující inkrement. Ta se zadává také jako konstantní. Takže snížení 
molekulové hmotností u ástic sady nízkomolekulové HA ve vod s pídavkem NaNO3
nejspíš znamená zvýšení inkrementu indexu lomu. Je to zcela logické, jelikož i zadávaný 
inkrement indexu lomu BSA v hodnot 0,185 je vtší než inkrement HA 0,165.  Vnitní 
viskozita vykazuje konstantní pokles v rozmezí hodnot od 300 do 88,8 mL/g, což svdí o 
tom, že k interakcím dochází, a výsledné komplexy se stávají kompaktnjší s rostoucí 
koncentrací BSA. Molekulová hmotnost istého BSA je 69,7 kDa a je odpovídající jeho 
teoretické molekulové hmotnosti. Ve druhém píku molekulová hmotnost BSA je extrémn
vysoká (1300 kDa), což mohlo být pravdpodobn zpsobeno neistotami. Vnitní viskozita 
BSA je 3,117 mL/g, což je o hodn nižší hodnota, než u komplex HA-BSA. 
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Graf 11. Rw a RHQ komplex v závislosti na koncentraci BSA u vzork Hya s pidaným BSA 
o rzných koncentracích (NMHya v Milli-Q a 0,1 M NaNO3) 
 Na grafu 11 je vidt, že gyraní polomr Rw se skoro nmní v rozmezí koncentrací BSA 
0 až 2 g/L, a je v hodnot cca 30 nm. Snižuje se teprve od koncentrace BSA 5 g/L až do 
hodnoty 16,7 nm pi koncentraci BSA 10 g/L. Z rovnice 24 je vidt, že gyraní polomr je 
pímo úmrný konstant na levé stran rovnice. Takže by zmna inkrementu indexu lomu v 
konstant mla ovlivnit i gyraní polomr. Snížení gyraního polomru a vnitní viskozity 
(viz. Graf 10) ástic nejspíš znamená, že dochází k interakcím mezí molekulami HA a BSA a 
tím ke „smrštní“ vznikajících komplex.  
 Hydrodynamický polomr má stejný prbh jak gyraní polomr, ale je menší než gyraní, 
což z hlediska teorie roztok polymer je zcela logické (viz. rovnice 36):  
  2
1
268,0 sRH ⋅=  (36) 
ástice nejsou kompaktní, ale docela rozsáhlé v rozložení své hmotností. S rostoucí 
koncentrací BSA oba dva polomry klesají z dvodu vzniku kompaktnjších komplex HA a 
BSA.  
 Gyraní polomr istého BSA je nulový, hydrodynamický polomr má hodnotu 4 nm a je 
vtší, než gyraní. To by mohlo znamenat, že jsou to kompaktní ástice, nejpravdpodobnji 
ve tvaru koule se silným solvataním obalem   
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5.2. SEC-MALLS sady vysokomolekulové HA v 0,1 M roztoku  NaNO3 
 K vyhodnocení byla vybrána krom sady NMHya také sada VMHya v 0,1 M roztoku 
NaNO3. Dále je uveden ukázkový chromatogram. 
Graf 12. Chromatogram. Závislost molekulové hmotnosti na retenním ase s vlivem 
koncentrace BSA u vzork Hya s pidaným BSA o rzných koncentracích (VMHya v Milli-Q a 
0,1 M NaNO3) 
 Z chromatogramu 12 je vidt hlavní rozdíl mezi vysokomolekulovou a nízkomolekulovou 
Hya. Zaíná se vyluovat z kolony o nco díve mezi 12-20 minutami. Je vidt pokles 
sledovaných hodnot (molekulové hmotnosti, vnitní viskozity, gyraního a hydrodynamického 
polomru) v rámci jednotlivých pík. Jednotlivé píky jsou také více od sebe oddlené, než u 
nízkomolekulové HA. Je také vidt, že se s rostoucí koncentrací BSA píky rozšiují, což 
pravdpodobn svdí o tvorb komplex s rozsáhlou distribucí velikosti ástic. Podle 
chromatogramu lze usoudit, že u VMHya došlo k výraznjšímu rozdlení ástic do dvou 
populací, než u NMHya. Pravdpodobn se ve druhém píku vyluoval jednak volný BSA, 
který se nezúastnil interakcí, a také nejmenší komplexy.  
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Graf 13 Závislost Mw a [	] na koncentraci BSA u vzork Hya s pidaným BSA o rzných 
koncentracích (VMHya v Milli-Q a 0,1 M NaNO3) 
 V grafu 13 je vidt stálý pokles Mw od 1107,6 kDa u isté HA do 673,6 kDa pi koncentraci 
BSA 10 g/L. Pokles je výraznjší a celková hodnota je pochopiteln vyšší, než u 
nízkomolekulové HA. Pokles molekulové hmotnosti komplex s rostoucí koncentraci BSA má 
pravdpodobn stejný dvod, jak i u nízkomolekulové HA (rostoucí inkrement indexu lomu). 
Vnitní viskozita klesá od 1565 mL/g pi isté HA do 642 mL/g pi koncentraci BSA 10 g/L, je 
o hodn vtší, než u sady nízkomolekulové HA. Vnitní viskozita komplex klesá z dvodu 
tvorby kompaktnjších ástic. Molekulová hmotnost BSA je 98 kDa, což je pravdpodobn
chybná hodnota vzhledem k teoretické hodnot 67 kDa. Namená vnitní viskozita istého 
BSA byla 3,2 mL/g. 
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Graf 14. Závislost Rw a RH(Q) na koncentraci BSA u vzork Hya s pidaným BSA o rzných 
koncentracích (VMHyA v Milli-Q a 0,1 M NaNO3) 
 Na grafu 14 je vidt, že gyraní polomr strm klesá od 124 nm u isté HA do 67,3 nm pi 
koncentraci BSA 2 g/L. Pi vyšších koncentracích klesá jen nepatrn, pi koncentraci BSA 
10 g/L je 53,6 nm. Gyraní polomr komplex se zmenšuje z dvodu tvorby kompaktnjších 
ástic, stejn jak u sady s nízkomolekulovou HA, ale má z pochopitelných dvod celkov
vtší hodnoty. 
 Ve srovnání s nízkomolekulovou HA gyraní a hydrodynamický polomr sady VMHya jsou 
vtší. Je také vidt, že gyraní polomr je vtší, než hydrodynamický, což je v souladu s 
teorií roztok polymer, a znamená to, že jsou to ástice s velkým rozložením hmotností. 
Gyraní polomr BSA v hodnot 12,6 nm je vtší, než hydrodynamický polomr 5,7 nm. 
Tento rozdíl od sady s NMHya (spolu s chybnou hodnotou molekulové hmotností 98 kDa) byl 
pravdpodobn zpsoben chybou bhem pípravy roztoku nebo pi samotném mení. 
5.3. Porovnání sad nízkomolekulové HA 
ástice komplex HA-BSA se v rzných prostedích projevují nepravidelným prbhem 
molekulové hmotnosti, gyraního a hydrodynamického polomru v rozmezí koncentrací BSA 
0 až cca 2 g/L, je to pravdpodobn zpsobeno rznými typy a velikostí iontových sil a jejich 
ovlivnní schopnosti BSA interagovat s HA.  
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Graf 15. Závislost Mw na koncentraci BSA u vzork Hya s pidaným BSA o rzných 
koncentracích (rzná prostedí, NMHya) 
 Na grafu 15 je vidt, že v každém prostedí molekulová hmotnost klesá s rostoucí 
koncentrací BSA. Sady se nejvíce liší mezi sebou a také mají nepravidelný prbh v rozmezí 
koncentrací BSA 0-2 g/L. Nejvtší molekulovou hmotnost má sada pipravená v pufru o pH 4 
s pídavkem NaNO3. Nejnižší molekulovou hmotnost má sada pipravena v pufru o pH 7 s 
pídavkem NaNO3 pravdpodobn kvli nejvyšší hodnot inkrementu indexu lomu, která by 
mohla být zpsobena vysokou nábojovou hustotou. Rozdíl v tomto pípad od sad 
pipravených v isté vod, kde pH je taky neutrální, je pravdpodobn zpsoben vtším 
stínním ionty molekul HA v pufru o pH 7. Pokles molekulové hmotnosti sady v Milli-Q vod
je nejvíc pravidelný, to pravdpodobn lze vysvtlit nepítomností žádné iontové síly. 
Nelinearity u ostatních sad jsou více nebo mén spojené s procesem vytsování stínicích 
iont z molekuly HA molekulami BSA, což se vtšinou odehrává v rozmezí koncentrací BSA 
0 až cca 2 g/L. BSA u všech sad vykazuje zhruba stejnou molekulovou hmotnost, která 
odpovídá teoretické hodnot. 
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Graf 16. Závislost Rw na koncentraci BSA u vzork Hya s pidaným BSA o rzných 
koncentracích (rzná prostedí, NMHya) 
 Na grafu 16 je vidt, že v každém prostedí gyraní polomr klesá s rostoucí koncentrací 
BSA. Nejvtší rozsah gyraního polomru má sada pipravena v pufru o pH 7 s pídavkem 
NaNO3, což je pravdpodobn spojené s velkým nábojem karboxylových skupin HA, které se 
elektrostaticky odpuzují. Pi nízkých koncentracích BSA proto pevládají expandované 
etzce HA, pi vysokých koncentracích BSA se komplexy „smrští“ kvli interakcím a iontové 
síle.  Nejmenší gyraní polomr má sada pipravena v isté vod, a to pravdpodobn z 
dvodu nepítomností žádné iontové síly. Jediný nenulový Rw má istý BSA pipravený v 
pufru o pH 7 s pídavkem NaNO3, a to pravdpodobn z dvodu zmny konformaci molekuly 
BSA pi tomto pH a iontové síle. V ostatních sadách má BSA nulový gyraní polomr, což 
svdí o tom, že v jiných prostedích molekula BSA je velice kompaktní. 
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Graf 17. RHQ v závislosti na koncentraci BSA u vzork Hya s pidaným BSA o rzných 
koncentracích (rzná prostedí, NMHya) 
 Z grafu 17 je vidt, že v každém prostedí hydrodynamický polomr klesá s rostoucí 
koncentrací BSA. Hydrodynamický polomr u všech sad je menší, než gyraní polomr, což 
svdí o tom, že ástice všech sad jsou rozsáhlého tvaru. Nejvtší rozsah 
hydrodynamického polomru má sada pipravena v pufru o pH 7 s pídavkem NaNO3, to by 
vysvtloval vysoký náboj více disociované HA, tak jako i u gyraního polomru. Nejmenší je 
v isté vod, což je pochopitelné z dvodu nepítomnosti žádné iontové síly. 
Hydrodynamický polomr istého BSA je zhruba stejný u všech sad. Krom sady v pufru o 
pH 7, je také vetší, než gyraní. To svdí o tom, že BSA molekula je kompaktní a vysoce 
solvatovaná. U sady v pufru o pH 7 istý BSA má hydrodynamický polomr menší, než 
gyraní, což by mohlo být zpsobeno narušením struktury BSA pi tomto pH a iontové síle.  
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Graf 18. Závislost vnitní viskozity [	] na koncentraci BSA u vzork Hya s pidaným BSA o 
rzných koncentracích (rzná prostedí, NMHya) 
 Z grafu 18 je vidt, že v každém prostedí vnitní viskozita klesá s rostoucí koncentrací 
BSA. Nejvtší vnitní viskozitu má sada pipravena v pufru o pH 4 s pídavkem NaNO3, a to 
pravdpodobn kvli tomu, že má nejvtší ástice (i pesto, že by pi tomto pH mlo 
docházet k nejvýraznjším interakcím). Pravdpodobn se na tom podílí dostaten velká 
iontová síla pufru. Pi vyšších koncentracích BSA je nejmenší v pufru o pH 7 s pídavkem 
NaNO3, což pravdpodobn potvrzuje kompaktnost ástic pi vyšších koncentracích BSA v 
tomto prostedí. Pídavek NaNO3 ve vod vyvolává zvýšení iontové síly a tím stínní HA 
etzce a zvtšení ástic komplex, což zpsobuje i o nco vetší viskozitu sady ve vod s 
pídavkem NaNO3 oproti sad jen ve vod. Molekuly istého BSA mají nízkou vnitní 
viskozitu ve všech prostedích. Dohromady s pedchozími odvozeními lze íct, že BSA jsou 
velmi kompaktní ástice nesoucí velký solvataní obal. 
 U nkterých vzork chybl signál z viskozitního detektoru, a proto jejích data nebyly 
zaazený do grafu 18 a do vyhodnocení. (u sady v pufru o pH 4 s 0,1 M NaNO3 pi 
koncentraci BSA 0,25 g/L, a u sady v Milli-Q vod pi koncentraci BSA 2 g/L)  
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5.4. Porovnání sad vysokomolekulové HA  
 Druhý pík byl vtšinou významný pouze pi vtších koncentrací BSA a to ve všech 
prostedích, pravdpodobn to byl z vtší asti voln vylouený BSA. 
Graf 19. Závislost Mw na koncentraci BSA u vzork Hya s pidaným BSA o rzných 
koncentracích (rzná prostedí, VMHya) 
 Na grafu 19 je vidt, že prbh závislosti molekulové hmotnosti na koncentraci BSA je 
více pravidelný u sad vysokomolekulové HA, než u sad nízkomolekulové HA. Dvodem tomu 
mže být menší stínní karboxylových skupin HA iontovou silou, ím se v menší míe uplatní 
vytsovaní iont molekulami BSA, a tím by mlo dojít k výraznjším interakcím HA s BSA. 
Kvli pítomnosti volných karboxylových skupin HA i za pítomnosti iontové síly, 
pravdpodobn dochází souasn k navázání nkterých molekul BSA a vytsování asti 
stínících iont. Tyto protichdné dje pravdpodobn psobí kompenzan. Nejvtší 
molekulovou hmotnost má sada pipravená v pufru o pH 7 s pídavkem NaNO3, u 
nízkomolekulové HA tato sada naopak má nejnižší Mw (viz. Graf 15). Pravdpodobn je to 
spojeno s nižším inkrementem indexu lomu a menším nábojem komplex. Menší náboj 
komplex mže být vyvolán výraznjším odstínním celkového náboje HA interakcemi s 
BSA. U nízkomolekulové HA k tomu nedochází pravdpodobn kvli vtšímu stínní 
iontovou sílou, a pi nižších koncentracích BSA tak dochází více k vytsování iont z HA, 
než k interakcím s BSA. Nejnižší hodnoty molekulových hmotností má sada pipravena v 
isté vod, a to pravdpodobn kvli nejvtšímu inkrementu indexu lomu, který je spojen 
s rozsáhlejšími interakcemi. Rozdíl od NMHya, kde sada v isté vod nemá nejmenší 
molekulovou hmotnost, je pravdpodobn zpsoben jiným pomrem karboxylových skupin 
na jednu molekulu VMHya, a také jinou konformací HA a tím i disociací karboxyl, což 
pravdpodobn ovlivuje rozsah interakcí mezi HA a BSA a tím i hodnoty molekulových 
hmotností komplex. Nejvtší molekulovou hmotnost má istý BSA pipravený v Milli-Q vod
s pídavkem NaNO3, nejnižší je v pufru o pH 4 s pídavkem NaNO3. A i pesto, že se mírn
od sebe liší, pohybují se v rozmezí teoretických hodnot. 
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Graf 20. Závislost Rw na koncentraci BSA u vzork Hya s pidaným BSA o rzných 
koncentracích (rzná prostedí, VMHya) 
 Na grafu 20 je vidt, že nejvtší hodnoty gyraního polomru má sada pipravena v pufru 
o pH 7 s pídavkem NaNO3, nejmenší jsou u sady pipravené v isté vod. U sady v pufru o 
pH 7 na rozdíl od té samé sady s nízkomolekulovou HA zstává gyraní polomr v rozmezí 
koncentrací BSA 0,5 až 10 g/L tém konstantní. Takové chování by bylo možné vysvtlit 
tím, že interakce pi pH 7 jsou nejslabší a nejvíce se projevují do koncentrace BSA cca 1 g/L. 
 Jediný nenulový gyraní polomr má istý BSA pipravený v Milli-Q vod s pídavkem 
NaNO3 a to o hodnot 12,6 nm. 
Graf 21. Závislost RHQ na koncentraci BSA u vzork Hya s pidaným BSA o rzných 
koncentracích (rzná prostedí, VMHya) 
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 Na grafu 21 je vidt, že do koncentrace BSA cca 2 g/L má nejvtší hodnoty 
hydrodynamického polomru sada pipravena v Milli-Q vod s pídavkem NaNO3. Od 
koncentrace BSA cca 5 g/L je však nejvtší u sady v pufru o pH 7 s pídavkem NaNO3. 
Nejmenší hodnoty hydrodynamického polomru má sada pipravena v Milli-Q vod a to opt 
z dvodu nepítomnosti iontové síly. Celkov je hydrodynamický polomr menší, než 
gyraní, a rozdíl je výraznjší, než u sady s nízkomolekulovou HA. To pravdpodobn svdí 
o tom, že komplexy jsou více roztažené s neuspoádaným rozložením hmotnosti. V prbhu 
závislosti velikosti na koncentraci BSA odpovídají hydrodynamické polomry zcela trendu 
gyraních polomr. Oba polomry klesají s rostoucí koncentrací BSA, což je potvrzením 
stejného mechanismu vzniku komplex, jak u VMHya, tak i u NMHya. istý BSA má skoro 
stejný hydrodynamický polomr pibližn v hodnot 4 nm ve všech prostedích. 
Graf 22. Závislost vnitní viskozity [	] na koncentraci BSA u vzork Hya s pidaným BSA o 
rzných koncentracích (rzná prostedí, VMHya) 
 Na grafu 22 je vidt, že vnitní viskozita klesá s rostoucí koncentrací BSA u všech sad, 
což zcela odpovídá prbhu závislosti jejich hydrodynamických polomr a také potvrzuje 
vznik komplex ve všech prostedích, piemž, ale nejmén v pufru o pH 7 s pídavkem 
NaNO3. Nejvtší vnitní viskozitu má sada pipravena v pufru o pH 7 s pídavkem NaNO3, 
nejmenší je v isté Milli-Q vod. Na rozdíl od tchto dat, u nízkomolekulové HA má sada v 
pufru o pH 7 nejnižší vnitní viskozitu (viz. Graf 18), což pravdpodobn svdí o tom, že 
komplexy VMHya v tomto prostedí jsou vtší, než komplexy NMHya.   
 Vnitní viskozita istého BSA je skoro stejná u všech sad a rovná se pibližn 3,1 mL/g. 
6. ZÁVR 
 Promením rzných sad vzork metodou SEC-MALLS a DLS bylo stanoveno, že 
dochází více nebo mén k elektrostatickým interakcím mezi HA a BSA u každé 
z promených sad.  
 U DLS byly vyhodnoceny sady nízko a vysokomolekulové HA pipravené v isté vod s 
pídavkem NaNO3. Bylo stanoveno, že u nízkomolekulové HA dochází k nárstu stední 
48 
velikostí ástic v rozmezí koncentrací BSA cca 0-1 g/L, od koncentrace BSA cca 2 g/L se 
ástice už jenom zmenšovaly, když u vysokomolekulové HA bylo pozorované stále zmenšení 
stední velikostí ástic s rostoucí koncentrací BSA. Pravdpodobným dvodem bylo vtší 
iontové stínní nízkomolekulové HA, pi emž docházelo k vytsovaní stínicích iont
molekulami BSA a tak k expanzi molekul HA. U vysokomolekulové HA i za pítomností 
iontové síly byly stále k dispozici volné karboxylové skupiny HA, a proto k vytsovaní 
stínicích iont pravdpodobn docházelo v menší míe, než k interakcím HA a BSA. 
 Z dat zeta potenciálu rzných sad bylo stanoveno, že nejnižší zeta potenciál mly sady 
pipravené v isté vod a to z dvodu žádného stínní iontovou sílou. Vícemén konstantní a 
k tomu vysoký zeta potenciál v ostatních prostedích je pravdpodobn dsledkem rzn
velké iontové síly, která tvoí docela stabilní solvataní obal etzce HA, a tím zamezuje 
interakcím s molekulami BSA. 
 Významné data SEC-MALLS obsahovala pouze první pík. Druhý pík byl považován za 
bezvýznamný, resp. významnjší 2. pík mly jedin vzorky pi vyšších koncentracích BSA.  
Pravdpodobn 2. pík pedstavuje z vtší asti vyluovaný BSA, který se již nezúastnil 
interakcí s HA. 
 Hlavní trend dat SEC-MALLS s rostoucí koncentrací BSA je: zmenšení molekulové 
hmotnosti, gyraního a hydrodynamického polomru a vnitní viskozity. Tento obecný trend 
svdí o tom, že interakce mezi HA a BSA zpsobují kontrakci ástic. 
 U sad vysoko a nízkomolekulové HA bylo stanoveno, že zmenšení molekulové hmotnosti 
je zpsobeno zvýšením inkrementu indexu lomu s pidáním vtší koncentraci BSA. Bylo také 
zaznamenáno, že hydrodynamicky polomr je menší, než gyraní. Dvodem tomu jsou 
rozsáhlejší tvary výsledných komplex, což by bylo v souladu s teorií roztok polymer. 
 U sady s vysokomolekulovou HA pravdpodobn docházelo k výraznjšímu rozdlení 
ástic do dvou populací, což bylo vidt na chromatogramech.  
 Z porovnání dat SEC-MALLS rzných sad bylo objeveno, že sady vysoko a 
nízkomolekulové HA v pufru o pH 7 s pídavkem NaNO3 se chovají odlišn. Molekulová 
hmotnost sady s nízkomolekulovou HA v tomto pufru mla nejmenší hodnotu, když u 
vysokomolekulové naopak nejvtší. Nejnižší molekulová hmotnost sady NMHya byla 
pravdpodobn zpsobena nejvyšším inkrementem indexu lomu, nejvtším nábojem etzce 
HA a nejmenším rozsahem interakcí souvisejícím s vtším iontovým stínním. U  VMHya v 
porovnání s NMHya  byl menší náboj (absolutní hodnota), kvli nižšímu iontovému stínní a 
tím vtšímu rozsahu interakcí. Rozsah interakci však byl pravdpodobn stále minimální jak 
u nízkomolekulové, tak i u vysokomolekulové HA, což je vidt na hodnotach gyraního 
polomru a vnitní viskozity VMHya, které byly v tomto prostedí nejvtší. Vnitní viskozita v 
tomto prostedí byla nejvtší u sady s vysokomolekulou HA, pravdpodobn kvli znané 
velikosti molekul, když u nízkomolekulové HA byla nejmenší, což by mohlo být zdvodnné 
vtší kontrakcí komplex. 
 U sad pipravených v isté vod jak u  VMHya tak i u NMHya byl zaznamenán nejmenší 
gyraní a hydrodynamický polomr a k tomu i nejnižší vnitní viskozitu. To bylo 
pravdpodobn zpsobeno nepítomností žádných stínicích iont, které by mohly omezit 
interakce.  
 BSA ml skoro vždy a všech prostedích stejné hodnoty, jak molekulové hmotnosti, tak 
obou polomr a vnitní viskozity. Hydrodynamický polomr byl ve vtšin pípad vtší, než 
gyraní. Z toho bylo odvozeno, že tyto ástice jsou velice kompaktní s výrazným solvataním 
obalem. 
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7. SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 
SECMALLS - size exclusion chromatography – multi angle laser light scattering 
DLS - dynamic light scattering 
HA - hyaluronic acid (hyaluronová kyselina) 
Hya - hyaluronová kyselina/hyaluronan 
BSA - bovin serum albumin (hovzí sérový albumin) 
NMHya - nízkomolekulová hyaluronová kyselina 
VMHya - vysokomolekulová hyaluronová kyselina 
rms (radii) - root meen square (radii) 
Rw – gyraní (rms) polomr 
RhQ – hydrodynamický polomr 
Mw – molekulová hmotnost  
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